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System zur Identif ikation zellpermeeibler Substanzeh, 
die die Interaktion zwischen Proteinkinase A- 
Ankerproteinen und der Proteinkinase A inhibieren 
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System zur Identif ikation zellpermeabler Substanzen, 
die die Interaktion zwischen Proteinkinase A- 
Ankerproteinen iind der Proteinkinase A inhibieren 



Beschreibtuag 

Die Erfindung betrifft eine neue Variants eines Proteinki- 
nase A-Ankerproteins iind ein Verfahren zur Identif izierung 
von Proteinkinase A-Ankerproteininhibitoren. 

Bislang wurde der Nachweis, dass es sich bei einem neuen 
Protein nm ein AKAP handelt durch Koprazipitation erbracht. 
Dazu wurde ein Antikorper gegen das Kandidatenprotein her- 
gestellt, um es aus Zellen oder Gewebe, in denen es expri- 
miert wird, inmiunzuprazipitieren, Anschliessend wurde das 
Vorhandensein von regulatorischen und/oder katalytischen 
PKA-Untereinheiten im Prazipitat mittels Western Blot un- 
tersucht. Die Anwesenheit der PKA-Untereinheiten im Prazi- 
pitat spricht dafiir, dass das Kandidatenprotein in vivo als 
AKAP fungiert. Der Nachweis kann auch umgekehrt erbracht 
werden, indem die PKA-Untereinheiten immtinprazipitiert wer- 
den und anschliessend das AKAP im Prazipitat nachgewiesen 
wird (Diviani et al. J Biol Chem. 276, 44247-57442, 2001) . 
Dieser experimentelle Ansatz erlaubt keinen Ruckschluss auf 
die intrazellulare Lokalisation des AKAP -PKA-Kompl exes • 
Es existiert derzeit kein System zur Identif izierung von 
spezifischen AKAP- Inhibit or en. 




Es wurde die cDNA einer neuen Spleissvariante des Prqtein- 
kinase A-Ankerproteins (AKAP) AKAP18 identif iziert xmd iso- 
liert (Fig/ 1.). Diese Variante bezeichnen wir als AKAP185. 
Die AKAP185-CDNA wurde in den kommerziell erhaitlichen Vek- 
tor pECFP (BD Biosciences, Clontech) kloniert- Die cDNA der 
regulatorischen Untereinheit Rlla der humanen Proteinkinase 
A, die uns von Prof. Dr. K. Tasken (Universitat Oslo) zur 
Verfugung gestellt wurde, wurde in den konmierziell erhalt- 
lichen Vektor pEYFP (BD Biosciences, Clontech, Heidelberg) 
kloniert. Eukaryontische HEK293-Zellen (GBF, Braunschweig) 
wurden mit den Plasmiden kotransf iziert . 

Die Interaktion der exprimierten Fusionsproteine AKAP185- 
CFP und RIIa-YFP wurde mitt els der l^uoreszenzJ^esonanzSner- 
gieTtansfer (FRET) -Technik in den HEK293-Zellen gemessen 
(schematische Darstellung in Fig. 3) . Die FRET-Technik be- 
ruht auf einem Energietransf er von CFP zu YFP, der nur zu- 
stande konimt, wenn sich beide Proteine in unmittelbarer Na- 
he zueinander befinden {< 10 nM) . CFP xind YFP erreichen 
diese Nahe nur, wenn AKAP185 die Rlla-Untereinheit direkt 
bindet. In diesem Fall kann ein FRET nachgewiesen werden. 
Die Spezifitat der Interaktion von AKAP185 und Rlla kann 
dadurch iiberpruft werden, dass FRET in Gegenwart des mem- 
branpermeablen Pep t ids S-Ht31, das die Interaktion zwischen 
dem AKAP und der RII -Untereinheit verhindert, gemessen 
wird. Eine kontinuierliche Abnahme des FRET-Signals wahrend 
der Messung bedeutet eine Iiihihibition der Interaktion zwi- 
schen AKAP185 und Rlla. 

Die Seguenz des Peptids S-Ht31 entspricht der der PKA- 
Bindungsdomane (RII-Bindungsdomane) des AKAP Ht31. Es bil- 
det eine amphipathische Helix aus tmd bindet kompetitiv an 
die regulatorischen PKA-Untereinheiten. Dadurch verhindert 
es die Interaktion mit AKAP185. Die Membranpermeabilitat 
erhalt das Pep t id durch die Kopplung an einen St ear at rest 
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am N-Terminus (Klussmann et al. J. Biol. Chem. 274, 4934- 
4938, 1999) . Peptide mit der gleichen Aminosauresequenz 
{Ht31) , die keinen Stearatrest tragen xind damit nicht mem- 
branpermeabel sind, verandern das FRET- Signal unserem Sy- 
stem nicht. Ebenso verandert Stearat-gekoppeltes S-Ht31- 
Peptid, das durch Einfiigeji von zwei Prolinen, die die am- 
phipathische Helix strdren, das FRET-Signal nicht. 

Teil der Charakterisierung eines neu identif izierten AKAP 
ist der Nachweis, dass es in vivo als AKAP, d.h. als PKA- 
Interaktionspartner, fungiert. Das oben beschriebene System 
erlaubt es, die Interaktion von AKAP186 und den Rlla- 
Untereinheiten der PKA in lebenden Zellen nachzuweisen. Es 
ist damit dazu geeignet den Nachweis zu erbringen, dass 
AKAP185 als AKAP in vivo fungiert. Gleichzeitig lasst das 
System Rtickschlusse auf die intrazellulare Lokalisation des 
AKAPl85-RIIa-Komplexes zu. 

Das System wurde anhand der Interaktion von AKAP185 und RI- 
Xoc etabliert. Es kann potentiell aber sowohl fur andere 
AKAP als auch fur andere regulatorische Untereinheiten 
(RIip, RIa und (5) der PKA genutzt werden. 

AKAP sind eine Familie von uber 3 0 Proteinen, deren Fimkti- 
on bislang nicht durch spezifisch interagierende Substanzen 
manipuliert werden kann. Das Peptid S-Ht31, mit dem die 
Bindung von AKAP186 und Rlla inhibiert wurde (s. o.), ist 
die einzige bekannte Substanz, die eine AKAP-Funktion be- 
einflusst. Es inhibiert die. AKAP -PKA- Interaktion, aller- 
dings entkoppelt es die Bindung zwischen jeglichem AKAP und 
alien regulatorischen PKA-Untereinheiten. Mit dem von uns 
entwickelten System sollen membranpermeable Peptide sowie 
niedermolekulare, nicht -peptidische Sxibstanzen in gezielten 
Hochdurchsatzuntersuchungen mittels FRET-Messungen identi- 
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fiziert warden, die die Interaktion zwischen AKAP186 und 
Rlla spezifisch inhibieren . 

Das System kann potentiell aber auch fur die Identif ikation 
von. Substanzen genutzt werden, die die Interaktion zwischen 
anderen AKAP xand anderen regulatorischen Untereinheiten 
(RIIp, RIa und P) der PKA, inhibieren. 

Die Identif izierung spezifischer AK2\P-Inhibitoren hat ein 
grosses therapeutisches Potential . AKAP-PKA-Interaktionen 
spielen bei verschiedenen exozytotischen Prozessen eine 
Rolle, deren Fehlregulation zur Entstehung von Krankheiten 
wie Diabetes insipidus. Diabetes mellitus, Bluthochdruck, 
Magenulzera oder Schilddrusenerkrankungen fiihren. Bei der 
Herzinsuf f izienz kommt es zu einer PKA-vermittelten Hyper- 
phosphorylierung eines lonenkanals, des Ryanodinrezeptors 
(Calciumkanal) . Sxibstanzen, die bestimmte AKAP spezifisch 
inhibieren, konnten als Pharmaka bei diesen Erkrankungen 
eingesetzt werden. 

Das System ist ausserdem geeignet, generell die Membranper- 
meabilitat von Peptiden zu erfassen. Bislang gibt es keine 
Moglichkeit einen Membrantransf er von Peptiden direkt nach- 
zuweisen bzw. zu quantif izieren . Dies kann nun erreicht 
werden, indem ein Konjugat aus dem zu untersuchenden Peptid 
und S-Ht31 bzw. ein Gemisch mit dem Peptid Ht31 hergestellt 
wird. 

Das Neue besteht in der Visualisierung der AKAP-PKA- 
Interaktion in einer lebenden Zelle \ind in der Moglichkeit 
den AKAP-PKA-Komplex einem zellularen Kompartiment zuzuord- 
nen. 

Das System ist jedoch sehr viel breiter verwendbar. Es er- 
moglicht ein Hochdurchsatzverf ahren zur Identif ikation und 
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quantitative!! Ai!alyse voi! Substanzen,. die die AKAP-PKA- 
Ii!teraktior! beei!if lusse!!. Daruberhi!!aus kaiin die Membran- 
gai!gigkeit von Peptiden bestimmt werden. 

Im Folgenden soil die Erfindung anhand eines Beispiels na- 
her erlautert werden, ohne auf dieses Beispiel beschrankt 
zu sein. 

Beispiel 

Herstellung von Plasmiden, die fiir die Fusionsproteine 
2^KAP185-CFP und RIIa-YFP kodieren 

Die kodierende Region der von uns identif izierten AKAP185- 
cDNA (Fig. 1; Sequenz AKAP185) wurde mittels der Polyme- 
rasekettenreaktion (PGR) amplif iziert . Dazu wurden forward- 
Primer (Position in AKAP186: bp 57-7 6) mit der Sequenz 5' 
CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG ATG GAG CGC CCC GCC GCG GG 
3" und reverse- Primer (Position in AKAP185: bp 1095 - 1118) 
mit der Sequenz 5' GGC GAC CGG TGG ATC CCG GGC CCG GTT GTT 
ATC ACT GCC ATC GCC 3', die eine EcoRI- bzw. eine BamHI- 
Restriktionsschnittstelle tragen, eingesetzt. Als Polymera- 
se wurde der Advantage cDNA polymerase-MxTc nach Herstel- 
lerangaben eingesetzt. Der benotigte lOx PCR-Puffer wurde 
mit dem Advantage cDNA polymerase -Mix mitgelief ert . Die Nu- 
kleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP wurden als dNTP-Mix in 
den PCR-Ansatz pipettiert (Reaktionsansatz siehe unten) . 

Ein Plasmid, das fur die cDNA der humanen Rlla-Untereinheit 
der Proteii!kinase A, wurde mit dem Fachmann bekannter Me- 
thode bereit gestellt. Die fiir Rlla kodierende cDNA wurde 
mittels PGR aus dem Plasmid amplif iziert • Dazu wurden for- 
ward-Primer (Position in Rlla: bp 190 - 210) mit der Se- 
qjienz 5' TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGA ATT CTG ATG AGC 
CAC ATC CAG 'ATC CCG 3' und reverse- Primer (Position in RI- 



la: bp 1382 - 1401) mit der Sequenz 5' GAC CGG TGG ATC CCG 
GGC CTG CCC GAG GTT GCC CAG AT 3' , die eine Xhol- bzw. eine 
BamHI-Restriktionsschnittstelle tragen, eingesetzt. Als Po- 
lymerase wurde wieder der Advantage cDNA polymerase-Mlx . 
Ebenso wurden der oben beschriebene lOx PGR- Puffer und der 
dNTP-Mix eingesetzt. 

Die PCR-Reaktionen zur Amplif ikation von AKAP186 und Rlla 
wurden wie f olgt angesetzt : 



DNA 5 /xl 

dNTP-Mix [10 /xM] r 1 fil 

Forward- Primer [10 ^M] 1 ptl 

Reverse -Primer* [10 ptM] 1 ptl 

Advantage cDNA polymerasfe-Mix 

(5 Einheiten/jLtl) 0,2 ^1 

H2O 36.8 ul 

Gesamtvoliimen 50 /xl 



Reakt ionsbedingungen : 

1 Zyklus 95 «>C, 5 min 

30 Zyklen 94 *^C, 3 0 sec 

58 30 sec 

72 ^'C, 2 min 
1 Zyklus 72 «C 10 min 
4 «>C, 00 

Das erhaltene AKAP185-cDNA-Amplif ikat (Lange: 1061 bp) wur- 
de mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI behandelt, 
das erhaltene RIIa-cDNA-Amplif ikat (Lange: 1211 bp) mit den 
Restriktionsenzyme Xhol und BamHI. Anschliessend wurden die 
Ansatze in einem Agarosegel aufgetrennt und die AKAP185- 
bzw. RIIa-Amplif ikate mittels der Geneclean-Methode aus dem 
Gel eluiert. 



Die AKAP185-CDNA wur.de in das mit den Restrikzionsenzymen 
EcoRI und BamHI geschnittene Plasmid, das fur das cyan 
inuoreszierende Protein (CFP) kodiert (pECFP, BD Bioscien- 
ces) , einkloniert. Die RIIa-cDNA wurde in das mit den Re- 
striktionsenzymen EcoRI und BamHI geschnittene Plasmid, das 
fur das Yellow Fluoreszierende Protein (YFP) kodiert 
(pEYFP, BD Biosciences), einkloniert. Die erhaltenen Plas- 
mide kodieren somit fiir die Pusionsproteine AKAP185-CFP 
bzw. RIIa-YFP. Escherichia coli-Bakterien (Stamm JM109) 
wurden mit der Plasmid-DNA transf ormiert . Die in den Bakte- 
rien vermehrte Plasmid-DNA wurde mittels der Qiagen-Midi- 
Plasmidpraparationsmethode entsprechend den Herstelleranga- 
ben (Qiagen, Hilden) * isoliert und mittels Transfektion in 
HEK293-Zellen eingefuhrt (s.u,), 

HEK293-Zellen (GBF, Braxinschweig) wurden auf Polylysin- 
beschichteten 30 mm-Deckglaschen in Dulbecco's Minimal Eag- 
le Medium (DMEM) mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS) kulti- 
viert, bis eine Konfluenz von 40 - 60 % erreicht war. Die 
Zellen wurden mittels der Liptof ectamine-Methode (Gibco In- 
vitrogen, Karlsruhe) mit den AKAP185-CFP- und RIIa-YFP- 
Plasmiden (1 - 2 /xg DNA) transient transfiziert (Ver- 
haltnis von AKAP185-CFP- : RIIa-YFP-Plasmid-DNA von 1:4). 

Fluoreszenzresonanzenergietransf er (FRET) -Messungen 

HEK2 93 -Zellen wurden transient mit den fur RIIa-YFP und 
AKAP185-CFP kodierenden Plasmiden kotransf iziert . FRET- 
Messungen wurden 24-48 h nach der Transfektion an einem 
Epif luoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Carl Zeiss, Jena, 
Germany) durchgef lihrt . Die Daten wurden mittels der Openlab 
2.25 Software (Improvision, Coventry GB) ge spei chert . Die 
Fluoreszenz wurde bei einer • Wellenlange von 425 fGr CFP und 
488 nm fur YFP angeregt. Die emitierte Fluoreszenz wurde 
bei Wellenlangen von 480/30 fur CFP und 535/26 nm tHr YFP 
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gemessen, FRET von CFP zu YFP wurde durch Anregung von CFP 
bei einer Wellenlange von 425 nm und der Mes&ung der Emis- 
sion von YFP bei einer Wellenlange von 535/26 nm bestimmt. 
Die unspezif ische Hintergmndf luoreszenz wurde in einer Re- 
gion ohne Zellen bestimmt und subtrahiert. Da die Einstel- 
lungen am Mikroskop unverandert blieben, konnte in alien 
Experimenten ein Verhaltnis von 535/480 > 0,6 als positives 
FRET- Signal bezeichnet warden. 

Bei FRET -Experiment en miissen f alsch-positive Signale ausge- 
schlossen werden. Diese sind darauf zuruckzuf uhren, daS bei 
der Anregung von CFP auch YFP angeregt wird, Des weiteren 
strahlt die CFP-Emission auch in den Bereich der YFP- 
Emission hinein. Das Kontrollexperiment ziom Nachweis rich- 
tig-posit iver FRET- Signale erfolgt durch ein Akzeptor- 
Ausbleichungs-Protokoll (donor recovery after acceptor ble- 
aching) . Das Experiment wurde an einem inversen Epifluores- 
zenzmikroskop (Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, Germany) 
durchgef uhrt . Hierbei wird bei einer Anregung von 425 nm 
die Emission bei 480/30 und 535/26 nm mit einer 12 bit CCD- 
Kamera (Imago, TILL- Photonics, Martinsried, Germany) er- 
fasst. Nach Bestiramung der Basis-Signale erfolgt dann eine 
Starke Anregung von YFP bei einer Wellenlange von 488 nm, 
die zum Verlust des YFP-Emissionssignals fuhrt (acceptor 
bleaching) . Die Emission von CFP, die bei einer Wellenlange 
von 480/3 0 nm bestimmt wird, steigt sofort an, da FRET un- 
terbrochen wird (donor recovery) . In unserem System musste 
YFP durch mehrmalige starke Anregung bei einer Wellenlange 
von 488 nm ausgeblichen werden, da die Lichtquelle nicht 
energiereich genug ist. Das Ausbleichen und damit der Ver- 
lust des YFP-Emissionssignals geschieht somit stuf enweise'. 
Dadurch steigt die Emission von CFP, die bei einer Wellen- 
lange von 480/3 0 nm bestimmt wird, kontinuierlich und nicht 
in einem einzigen Schritt an. Der Anstieg der CFP-Emission 
wird daher <lber einen Zeitraum von etwa 12 0 sec nach Beginn 
der Akzeptorausbleichiing gemessen. 



Um die Spezif itat des FRET weiter zu untersuchen und zu te- 
sten, ob sich die kotransf izierten HEK293-Zellen dazu eig- 
nen, membranpermeable Substanzen zu identifizieren, die die 
Interaktion zwischen RIIa-YFP und AKAP185-CFP modulieren^ 
vmrden die Zellen mit dem meinbranpermeablen Peptid S- 
Ht31(100 /xM) inkubiert, das generell AKAP-RII-Interaktionen 
hemmt. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit dem Peptid S- 
Ht31-P, das keinen Einfluss auf die AKAP-RII-Interaktion 
hat (Klufimann et al . , J. Biol. Chem. 274, 4934-4938, 1999), 
inkubiert. FRET-Messungen wurden in Intervallen von 10 min 
uber insgesamt 90 min durchgef uhrt . 

Ergebnis 

Zum direkten Nachweis einer Interaktion von AECAP185 und den 
regulatorischen Rlla-Untereinheiten der PKA in vivo wurden 
HEK293 mit Plasmiden kotransf iziert, die fur AKAP185-CFP 
und RIIa-YFP kodieren. Fig- 2 belegt die Koexpression bei- 
der Proteine in den gleichen Zellen, Die Expression von RI- 
Ia-YFP wurde durch Anregung bei 488 nm und Messung der emi- 
tierten Fluoreszenz bei 535/26 nm nachgewiesen (Fig. 2A) , 
die von AKAP185-CFP durch Anregung der Fluoreszenz bei 425 
nm xmd Messung der emitierten Fluoreszenz bei 480/3 0 nm 
(Fig. 2B) . Beide Fusionsproteine zeigten eine diffuse, 
zytosolische Verteilung. Anschliessend wurden FRET- 
Messungen an den gleichen Zellen durchgef uhrt . Dazu wird 
der Donor CFP bei einer Wellenlange von 425 nm, angeregt- 
Halt sich ein geeigneter Akzeptor in seiner unmittelbaren 
Nahe auf (Abstand < 10 nm) , fxihrt die Anregxing des Donors 
zu einem teilweisen Energietransf er auf den Akzeptor YFP, 
der daihn bei einer Wellenlange von 545 nm fluoresziert 
(schematische Darstellung in Fig. 3) . Demnach wurden zum 
Nachweis von FRET die HEK293 -Zellen (CFP) bei einer Wellen- 
lange von 425 nm angeregt und es wurde die Emission von YFP 
bei einer Wellenlange von 535/26 nm gemessen. Fig. 2C zeigt 
eine ahnliche Verteilung der dargestellten YFP-Emission wie 
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in Fig. 2A. Somit hat ein Energietransf er von CFP nach YFP 
stattgef unden . Fig. ID zeigt die farbkodierte Darstellxirig 
der berechneten Ratio 535/480 von etwa 1.2 - 1.5 der FRET- 
Signale in diesen Zellen. 

Die Spezifitat der gemessenen FRET-Signale wurde itiittels 
des Akzeptor-Ausbleichoangs-Protokolls iiberpruft. Fig. 4A 
beschreibt die Kinetik der von YFP xind CFP emitierten Fluo- 
reszenz , Dargestellt ist das Verhaltnis von F/F^ in Abhan- 
gigkeit von der Zeit (time in sec) . F^ entspricht der ma- 
ximalen Emission von YFP bzw. CFP. Vor der Akzeptorausblei- 
chung betragt die F/Fmax von YFP annahernd 1, die von CFP 
etwa 0,92. Die Akzeptorausbleichung, beginnend nach 40 sec, 
fuhrt zu einer starken Abnahme des Emissionssignals von 
YFP. Die F/F^ fur CFP steigt von etwa 0.91 auf etwa 1 an. 
Aus dem Anstieg der CFP- Emission iim etwa 10 % ergibt sich 
eine FRET-Ef f izienz von etwa 10 %. Die Regress ionsanalyse 

(Fig. 4B) bestatigt diese Beobachtung. Diese Daten zeigen 
eine direkte Interaktion von AKAP185 und Rlla. 
Urn die Spezifitat der Interaktion von AKAP185 und Rlla und 
damit des FRET weiter zii imtersuchen, aber auch urn zu* te- 
sten, ob sich die kotransf izierten HEK2 93 -Zellen dazu eig- 
nen, membranpermeable Substanzen zu identif izieren, die die 
Interaktion von AKAP186 und Rlla modulieren, wurden FRET- 
Messungen in Gegenwart des membranpermeablen Peptids S-Ht31 
durchgefuhrt . Dieses Peptid hemmt generell die Interaktion 
zwischen AKAP und regulatorischen PKA-Untereinheiten 

(Klussmann et al . , J. Biol. Chem. 274, 4934-4938, 1999; s. 
schematische Darstellung Fig. 5A und B) . Fig. 6A zeigt das 
farbkodierte FRET-Signal (Verhaltnis 535/480) von AKAP185 
zu RIIcx in.zwei HEK293-Zellen. Vor der Zugabe von S-Ht31 

(Zeitpunkt 0 min) betrug die Ratio 535/480 etwa 1.3. Eine 
Abnahme des Verhaltnisses 535/480 (weniger rot) korreliert 
direkt mit der Abnahme der Interaktion von CFP und YFP. Die 
Zug^e von S-Ht31 (100 piM, nach Zeitpunkt 0) induzierte ei- 
ne Abnahme des Verhaltnisses 535/480 nm um uber 50 % inner- 
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halb von 80 min. Der Mittelwert des Verhaltnisses betrug 
etwa 0.35 Fig. 6B zeigt Zellen, die mit dem wirkirngslosen 
Kontrollpeptid S-Ht31-P inkiibiert warden, das keinen Ein- 
fluss auf die AKZVP-RII-Interaktion hat. Hier andert sich 
das farbkodierte FRET-Signal kaviin. Fig. 6C zeigt eine Zu- 
sairanenf assxing der erhaltenen Daten aus Fig. 6A und B. Dar- 
gestellt ist die Veranderung des FRET-Signals (in %)• in Ab- 
hangigkeit von der Zeit. Die Graphik zeigt die an den Zel- 
len beobachtete Veranderiing des FRET- Signals in Gegenwart 
von S-Ht31 Oder S-Ht31-P. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass HEK293-Zellen, die AKAP18S- 
CFP und RIIa-YFP koexprimieren, ein geeignetes System . zur 
Identif izierung membranpermeabler Siibstanzen darstellen, 
die die Interaktion zwischen diesem AKAP und Rlla inhibie- 
ren. 

Alle bislang bekannten AKAP (inklusive AKAP185) binden re- 
gulatorische PKA-Untereinheiten uber ein konserviertes 
Strukturmotiv (ampbipathische Helix) . Daher kann eine In- 
teraktion jedes AKAP mit einer regulatorischen PKA- 
Untereinheit in unserem System mittels FRET bestimmt wer- 
den. Diese Moglichkeit bedeutet, dass unser System fur die 
Suche nach spezif ischen, membranpermeablen Inhibitoren fur 
jede AKAP- PKA- Interaktion nutzbar ist. 
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Patentanspriiche 



Isoliertes Nucleinsauremolekul ausgewahlt aus der Grup- 
pe lunfassend 

a) ein Nucleinsauremolekul ximfassend eine Nucleotidse- 
quenz nach SEQ ID Nr. 1, 

b) ein Nucleinsauremolekul, welches mit einer Nucleo- 
tidsequenz gemaS a) unter stringenten Bedingungen 
hybridisiert , 

c) ein Nucleinsauremolekul \imfassend eine Nucleotidse- 
quenz, die eine ausreichende Homologie aufweist, um 
zu einer Nucleotidsequenz gemafi a) oder b) funkti- 
onsanalog zu sein, 

d) ein Nucleinsauremolekul, das in Folge des geneti- 
sches Codes zu einer Nucleotidsequenz gemSS a) - c) 
degeneriert ist und 

e) ein Nucleinsauremolekul gemaS einer Nucleotidsequenz 
nach a) - d) , welches durch Deletionen, Additionen, 
Sxib s t i tut i onen , Trans 1 oka t i onen , Inve r s i onen 
und/oder Insertionen modifiziert und funktionsanalog 
zu einer Nucleotidsequenz gemaS a) bis d) ist. 

2 . Nukleinsauremolek^il gemaS Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die unter c) angegebene Nucleotidsequenz mindestens 40% 
homolog zu einer der unter a) angegebenen Nucleotidse- 
quenz ist . 
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3 • Nukleinsauremolektil gemaS Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die unter c) angegebene Nucleotidsequenz mindestens 
60%, vorzugsweise 70%, bevorzugt 80%, ganz besonders 
bevorzugt 90% homolog zu einer der unter a) angegebenen 
Nucleotidsequenz ist- 



4. Nucleinsauremolekul gemalS einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

es eine genomische DNA, eine cDNA und/oder eine , RNA 
ist . 



5* Vektor lamfassend ein Nucleinsauremolekul gemaS einem 
der Anspruche 1 bis 4 . 



6 . Wirtszelle umf assend den Vektor gemaS Anspruch 5 . 



7. Polypeptid, kodiert durch ein Nucleinsauremolekul gemaS 
einem der Anspruche 1 bis 4 * 



8 . Erkennungsmolekul gerichtet gegen ein Nucleinsauremole- 
kul gemaS einem der Anspruche 1 bis 4, einen Vektor ge- 
maS Anspruch 5, eine Wirtszelle gemaS Anspruch 6 
und/oder ein Polypeptid gemaS Anspruch 7. 
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9. Erkennungsmolekul nach Anspruch 8, 
dadurch gekeimzeichnet , dass 

es ein Antikorper, ein Ant ikorper fragment und/oder ein 
Ant i sense -Konstrukt ist, insbesondere ein RNA- 
Interf erenzmolekfil . 



10. Verfahren zur Identif izierimg von AKAP-Inhibitoren, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

ein erstes Fusionsprotein umfassend ein Peptid kodiert 
durch ein Nucleinsauremolekul nach Anspruch 1 und ei- 
nem erst en Fluor eszenzmarker und ein zweites Fusions - 
protein umfassend eine funktionelle Untereinheit einer 
Proteinkinase A und einen zweiten Fluoreszenzmarker in 
eine Zielzelle eingebracht werden und die Zielzelle 
mit einem poteniellen AKAP- Inhibitor in Kontakt ge- 
bracht wird und die Detektion der Marker mittels Fluo- 
reszenzresonanzenergietransf er einen Hinweis aut den 
AKAP- Inhibitor gibt. 




Zusammenfassung. * 



Die ErfindTing betrifft eine neue Variante eines Proteinki- 
nase A-Ankerproteins und ein Verfahren zur Identif izienang 
von Proteinkinase A-Ankerproteininhibitoren. 




Fig. lA 



AKAP185 



Aminosauresequenz 



MERPAAGEIDANKCDHLSRGEEGTGDIiETSPV 

GSIiADLPFAAVDIQDDCGLPDVPQGNVPQGNPKRSKElSrRGD 

KAKIODYQPliryFLSIPITNKXITAGIKVLQNSILRQDlSrRLTK^^ 

ITLLVMQLIiNEDEWIGTDAIiLELKPF^^EILEGKHIjTLPFHGIGT^ 

VGFVKIiAIXa^HVSALLEIAETAKRTFQEKGIIiAGESRTFKPHLTFMKLSK 

APMLWKKGVRKIEPGLYEQFIDHRFGEEILYQIDLCSMLKKKQSNGYYHC 

ESSIVIGEKDRKEPEDAEIiVRLSKRLVENAVIjKAVQQYLEETQmC^ 

GNSVKAEEGDRNGD6SDNNRK 

Nukleotidsequenz (SEQ Nr. 1) . 

ATGGagcgccccgccgcgggagaaatagatgccaataagtgtga 

tcatttatcaagagga6aggaagggacgggggacctggagaccagccctg 

taggttctctggcagacctgccgtragctgccgtagacattc^ 

tgtggactccctgatgtacctcaaggaaatgtacctcaaggaaacccaaa 

gagaagcaaagaaaatagaggcgacaggaatgatcacgtgaagaagagga 

agaaggccaagaaagattatcaacccaactatttcctgtccattccaatc 

accaacaaaaagattacagctggaattaaagtcttgcaaaattcgatact 

gagacaggataatcgartgacca^aagccatggtcggcgacggct 

acatca^ccttgctagtgatgca^gctattaaacgaagatgaagtaaac^^ 

ggtaccgacgcgcttttggaactgaagccgttcgttgaggagatccr^ 

ggggaagcatctgactttgcccttccacgggattggcactttccaaggtc 

aggttggctttgtgaagctggcagacggagatcacgtcagtgccctcctg 

gagatagcagagactgcaaaaaggacatttcaggaaaaaggcatcctggc 

tggagaaagcagaacttttaagcctcacctgacctttatgaagctgtcca 

aago^ccau^tgctctggaagaagggagtgagaaaaatagagcctggattg 

tatgagcaatttatcgaccacagatttggagaagaaatactgtaccaaat 

agatcrctgctccatgctgaagaaaaaacagagcaatggttattaccact 

gcgagtcttcgatcgtgatcggtgagaaggaccgaaaggagcctgaggat- 

gctgaactggtcaggctcy^gtaagaggctggtgqagaacgccgtgctcaa 

ggctgtccagc^gtacctagaivgagacacagaacaaaaagcagccggg^ 

aggggaactccgtow^gctgaggagggagatcggaatggcgatgisc^ 

gataacaaccggaagtga 



Fig. IB 
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Fig. 4B 




Die Ausbleichimg des Akzeptors YFP 
(RIIa-YFP) fuhrt zu einer Zunahme der vom 
Donor CFP (AKAP185-CFP) emitierten 

Fluoreszenz 
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